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第 1 章 
 
序論 
 
 インスリンはアミノ酸 21 残基からなる A 鎖と、30 残基のアミノ酸よりなる
B 鎖の二本のポリペプチド鎖をもつタンパク質であり（Fig. 1-1）、Ⅰ型糖尿病
の治療薬として使用されている[1]。しかし、インスリンはタンパク質なので、
消化管内酵素などによってアミノ酸へと分解されて生物活性を失うために経口
投与には適さず、注射などによる非経口投与による利用に制限されている。 
 
インスリンと同様にタンパク質やポリペプチド製剤の開発が進んでいるが、多
くの薬が注射による投与に制限されており、頻繁な注射投与は患者の大きな負
担となっている[1]。そのため、非侵襲的な製剤や注射頻度を低減する製剤・技
術の開発を目指し、新たな投薬経路の開発や製剤の放出制御の研究が進められ
ており、インスリンのデリバリーシステムについても世界中で研究が行われて
いる。その例として、pH 変化や糖濃度などの外部刺激に応答して薬物を放出さ
せることが研究されている[2-7]。近年、交互累積膜法のドラックデリバリーへ
の応用が期待されており、薬物を含有した薄膜やマイクロカプセルの調製と薬
Fig.1-1 インスリンのアミノ酸配列 
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物の放出に関する報告が成されている[8,9]。本研究ではインスリンを含有した
交互累積膜をミクロ粒子表面に被覆し、pH や糖に応答したインスリンの放出に
ついて研究を行った。  
交互累積膜法は、互いに親和性をもつ二種類の分子を基板表面に交互に吸着
させていくことにより、ナノメートルスケールの厚さの薄膜を調製する方法で
ある（Fig. 1-2）。親和性として静電的相互作用の他に水素結合や特異的な分子
親和性などが利用できることが報告されている[10-13]。このため高分子だけで
はなく、タンパク質や多糖類、DNA など材料を自由に選択できることが交互累
積膜法の利点である[14-17]。その他に特別な装置を必要とせず操作が簡便であ
ること、積層回数による膜厚の制御が容易であること、すべての操作を水溶液
中で行えるために生物試料の利用が可能であることなどの利点がある。交互累
積膜法はこれまでに光学および電気化学センサーや放出制御、カプセルの調製
など幅広い分野で用いられている[18-23]。 
Fig.1-2 交互累積膜調製の模式図 
Repeat
Polycation Buffer BufferPolyanion
Plate
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 本研究では数マイクロメートル程度の直径のポリ乳酸粒子を用い、粒子表面
に中性条件にてポリカチオン-インスリン累積膜の調製を試みた（Fig. 1-3）。ポ
リ乳酸は生分解性および生吸収性材料としてデリバリーシステムへの適用など
様々な分野で利用されている[24-29]。中性でインスリンが有する負電荷とポリ
カチオンとの静電的相互作用を利用することにより、粒子表面にポリカチオン-
インスリン交互累積膜を調製することができる。調製したインスリン累積膜被
覆粒子を酸性溶液中に浸漬することで、インスリンの正味の電荷が負から正へ
と変わる。これによりポリカチオンの静電的引力が失われて累積膜が分解し、
インスリンが外部溶液中へと放出されることを目指した。 
 
 
 
第 2 章ではポリカチオンとしてポリアリルアミンを用いて、ポリ乳酸ミクロ粒
子表面にポリカチオン-インスリン交互累積膜を調製した。中性にて正味負電荷
をもつインスリンと正電荷をもつポリアリルアミンで粒子表面に交互累積膜を
調製し、酸性にてインスリンの電荷を負から正へと反転させることで累積膜を
分解させた。第 3 章ではポリカチオン-インスリン累積膜の糖応答性について検
polycation Buffer Bufferpolyanion
PLA 
microbeads
Repeat
Fig.1-3 ポリ乳酸ミクロ粒子上への交互累積膜の被覆 
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討を行った。糖応答性分子としてフェニルボロン酸を用い、フェニルボロン酸
修飾したポリアリルアミン-インスリン交互累積膜を調製した。糖存在下でフェ
ニルボロン酸は負電荷を有し、ポリアリルアミンの正電荷と打ち消し合うこと
でインスリンとの静電的相互作用が弱まり、インスリンが放出されると考えら
れる。 
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第 2 章 
 
2-1 緒言 
 
 これまでに、中性条件において石英板上へのポリカチオン-インスリン交互累
積膜の調製と酸性条件での累積膜からのインスリン放出に関する報告がなされ
ている[30]。 本研究では交互累積膜法を用い、ポリ乳酸（PLA）ミクロ粒子
表面にインスリン含有交互累積膜を調製した。調製したインスリン累積膜被覆
ミクロ粒子が中性条件下で安定であり、酸性条件においてインスリンを効率的
に放出する系を構築することを目指した（Fig. 2-1）。 
 インスリンは中性溶液中で負電荷を持ち、ポリカチオンと静電的相互作用に
より交互累積膜を調製することが可能である。インスリンは等電点（5.4）より
低い pH では正電荷をもつため、調製したインスリン累積膜を酸性溶液中に浸
漬するとインスリンの電荷が正へと反転する。これによりポリカチオンとの静
電的作用による結合力を失って累積膜が分解し、インスリンが放出されると考
えられる。本研究ではポリカチオンとしてポリアリルアミン（PAH）を用いて
交互累積膜を調製し、pH 変化によるインスリンの放出について検討した。 
Fig.2-1 PAH-Insulin 交互累積膜被覆粒子の調製と分解 
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2-2 実験 
 
2-2-1 試薬 
 
試薬は以下の市販品をそのまま使用した。 
インスリン（ヒト組み換え体、和光純薬工業） 
ポリアリルアミン塩酸塩（PAH、MW：70,000、日東紡） 
ポリ乳酸粒子（PLA、直径 2 µm、micromod Partikeltechnologie GmbH） 
酢酸ナトリウム（ナカライテスク) 
2-[4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペラジニル]エタンスルホン酸（HEPES、ナカラ
イテスク） 
ブラッドフォード試薬（シグマ） 
 
緩衝液には 10 mM 酢酸緩衝液 （pH 1.5-6.0、150 mM NaCl 含有）、10 mM HEPES
緩衝液 （pH 7-10、150 mM NaCl 含有）を使用した。 
 
 
2-2-2 実験機器 
 
実験には以下の測定機器を使用した。 
・水晶振動子ミクロバランス（QCM） 
 Electrochemical Analyzer MODEL 400A（BAS） 
 Electrochemical Analyzer MODEL 400-T（BAS） 
金薄膜被覆水晶振動子（0.196 cm2、1.34 ng/Hz） 
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・ζ電位測定装置 
 ZEECOM（マイクロテック・ニチオン） 
・紫外可視分光光度計 
 UV1650PC（島津） 
UV3100PC（島津） 
・原子間力顕微鏡（AFM） 
SPM -9600（島津） 
・走査型電子顕微鏡（SEM） 
 S-3200N（HITACHI） 
 
 
2-2-3 方法 
 
基板表面への PAH-インスリン交互累積膜の調製 
 基板を 0.1 mg/mL PAH 溶液（pH 7.4）に 15 分間浸漬した後、HEPES 緩衝液
（pH 7.4）に 5 分間浸漬した。その後 0.5 mg/mL インスリン溶液（pH 7.4）に
15 分間浸漬した後、緩衝液中に 5 分間浸漬した。PAH 溶液およびインスリン溶
液に浸漬する操作を 5 回繰り返し、基板表面に(PAH/Insulin)5 のインスリン累積
膜を調製した。基板として金薄膜被覆水晶振動子を用い、QCM 法により評価
した。 
 
 
AFM による PAH-インスリン累積膜の観察 
 ガラス板表面に PAH-インスリン累積膜を積層し、塩酸および水酸化ナトリウ
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ムで pH 7.4 に調整したイオン交換水により、5 分間ずつ 3 回洗浄した。その後
風乾し、AFM による観察を行った。AFM での観察は全てダイナミックモード、
走査速度 1 Hz にて行った。 
 
 
PLA 粒子上へのポリカチオン-インスリン交互累積膜の調製 
PLA 粒子を 0.1 mg/mL PAH 溶液 （pH 7.4）中で 15 分間攪拌した後、緩衝液
中で 5 分間攪拌した。その後 0.5 mg/mL インスリン溶液（pH 7.4）中で 15 分間
攪拌した後、緩衝液中で 5 分間攪拌した。この操作を繰り返し、PLA 粒子上に
(PAH/Insulin)n のインスリン累積膜を調製した。 
 
 
PAH-インスリン累積膜被覆 PLA 粒子の電位測定 
 PAH-インスリン累積膜の表面電位を評価するために、PLA 粒子上に
(PAH/Insulin)5 累積膜を被覆し、各層ごとにζ電位を測定した。粒子の洗浄およ
び測定時には塩酸と水酸化ナトリウムで調製したpH 7.4の150 mM NaCl水溶液
を用いた。 
 
 
PAH-インスリン累積膜被覆 PLA 粒子の SEM による観察 
 PLA 粒子にインスリン累積膜を 10 層および最外層に PAH を被覆した 10.5 層
被覆し、塩酸および水酸化ナトリウムで調整した pH 7.4 のイオン交換水で 5 分
間ずつ 3 回洗浄した。ガラス板上にインスリン累積膜被覆粒子の懸濁液を滴下
し、風乾後に SEM による観察を行った。SEM による観察は試料に Au-Pd コー
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ティングを行い、加速電圧は 15 kV の条件で行った。 
  
 
PAH-インスリン累積膜被覆粒子の積層量評価 
 層数を変化させたインスリン累積膜を被覆した PLA 粒子を pH 3.0 の緩衝液
中で 30 分攪拌し、粒子を遠心沈下させて上澄液を回収した。粒子を再び新しい
pH 3.0 の緩衝液に入れて 30 分攪拌し、粒子を遠心沈下させて上澄液を回収した。
両方の上澄み液中に放出されたインスリン量を 277 nm の吸光度を測定するこ
とにより求め、粒子 1 mg あたりのインスリン積層量を算出した。 
 
 
PAH-インスリン累積膜の pH 安定性評価 
インスリン累積膜を被覆した PLA 粒子を pH 3.0-10.0 の緩衝液中で 30 分間撹
拌した。遠心により粒子を沈め、上澄液をとってブラッドフォード法によりイ
ンスリンおよび PAH の合計放出量を求めた（放出量 A）。上澄液を pH 3.0 の緩
衝液と入れ替え、再び 30 分間撹拌した。遠心により粒子を沈め、上澄液を取っ
てブラッドフォード法によりインスリンおよび PAH の合計放出量を求めた（放
出量 B）。各 pH における放出率を式（1）により求めた。なお、温度を 25 ℃お
よび 37 ℃とした。また、NaCl 濃度の影響を検討するために、150 mM NaCl と
500 mM NaCl 存在下でも測定を行った。さらに、累積膜調製時の pH を 6.0、7.0、
8.0 とした際の影響も調べた。 
 
放出率	ሺ%ሻ ൌ 種々の pHでの放出量൫ൌ 放出量 A൯
総放出量൫ൌ 放出量 A ൅放出量 B൯ 	ൈ 	100  					ሺ1ሻ 
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PAH-インスリン累積膜被覆 PLA 粒子からのインスリン放出速度の評価 
 インスリン累積膜を被覆した PLA 粒子を pH 3.0 の緩衝液中で一定時間攪拌
し、粒子を遠心により沈下した。各時間における上澄液中の放出インスリン量
を 277 nm の吸光度を測定することにより算出し、30 分後の粒子 1 mg あたりの
放出量を 100%とした相対放出量として求めた。 
 
 
PLA 粒子表面から放出されたインスリンの円偏光二色性（CD）スペクトル 
 インスリン累積膜を被覆した PLA 粒子を pH 3.0 の 1 mM 酢酸緩衝液（150 
mM NaCl 含有）中で 30 分間攪拌し、粒子を遠心沈下させて上澄みを回収した。
回収した上澄液の 200-300 nm における CD スペクトルを測定した。また、1 mM
酢酸緩衝液（150 mM NaCl 含有）に 0.05 mg/mL となるように溶解させた未処
理インスリン溶液についても同様に CD スペクトルを測定した。 
 
 
 
2-3 結果および考察 
 
基板表面への PAH-インスリン交互累積膜の調製 
 QCM 法にて PAH-インスリン交互累積膜の評価を行った。Fig. 2-2 は、水晶振
動子を pH 7.4 の PAH およびインスリン溶液に交互に浸漬したときの共振周波
数変化である。溶液へ水晶振動子を浸漬する毎に共振周波数が段階的に減少し
たことから、水晶振動子表面への PAH およびインスリンの吸着が示唆された。
インスリンは pH 7.4 において正味負電荷をもつため、ポリカチオンである PAH
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と静電的相互作用により水晶振動子表面に交互に吸着し交互累積膜が形成され
たと考えられる。さらに 5 層の累積膜を調製後に水晶振動子を pH 3.0 の緩衝液
に浸漬すると、共振周波数の大きな上昇がみられた。インスリンの等電点（5.4）
より低い pH ではインスリンの電荷が負から正へと反転し、PAH との静電的反
発により交互累積膜が分解し、水晶振動子表面から脱離したと考えられる（Fig. 
2-3）。これらのことから中性条件にて PAH-インスリン交互累積膜が調製でき、
調製したインスリン累積膜は酸性溶液中で分解してインスリンが放出されるこ
とが確認できた。 
 
 
 
 
AFM による PAH-インスリン累積膜の観察 
 PAH-インスリン累積膜の AFM 画像を Fig. 2-4 に示した。最外層がインスリ
ンの時と PAH の時どちらも表面に細かな凹凸が見られた。また、表面の粗さに
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Fig .2-2 PAH-インスリン交互累積膜の調製と分解における共振周波数変化
a：PAH 溶液、b：インスリン溶液 
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ついて、二乗平均面粗さ（Rq 値）を算出したところ、最外層がインスリンの時
には 22 nm、最外層が PAH の時には 6 nm となり、最外層がインスリンの時の
方が表面の凹凸が大きかった。 
 
 
 
 
 
PAH Insulin Repeat
pH
Change
Neutral   pH Acidic  pH
Fig. 2-3 PAH-Insulin 交互累積膜の調製と分解 
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Fig. 2-4 PAH-Insulin 累積膜の AFM 画像 
(a)：(PAH/Insulin)5 累積膜、(b)：(PAH/Insulin)5PAH 累積膜 
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PAH-インスリン累積膜被覆 PLA 粒子の電位 
 (PAH-Insulin)5 累積膜被覆 PLA 粒子について、ζ電位を測定した。Fig. 2-5 に
各層の積層時の電位変化を示した。累積膜最表面に PAH が被覆された時には
電位が約 5 mV、インスリンが表面に存在する時には約-5 mV であった。また、
PLA 粒子表面が PAH およびインスリンで交互に被覆されるたびに、電位の値
が交互に上下していることが確認できた。このことから、正電荷を持つ PAH 溶
液と負電荷をもつインスリン溶液で PLA 粒子を交互に処理することにより、
PAH およびインスリンが粒子表面に交互に吸着していると考えられる。 
 
 
PAH-インスリン累積膜被覆 PLA 粒子の SEM による観察 
 インスリン累積膜被覆 PLA 粒子を SEM により観察した結果を Fig. 2-6 に示
した。累積膜を被覆していない未処理の PLA 粒子は表面が滑らかであるのに対
し、表面にインスリン累積膜を被覆した PLA 粒子は、表面がわずかに粗くなっ
Fig. 2-5 (PAH/Insulin)5 累積膜被覆 PLA 粒子の電位変化（pH 7.4） 
0.5、1.5、2.5、3.5、4.5 層目：PAH が最表面 
1、2、3、4、5 層目：インスリンが最表面 
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ていることが確認できた。電位の測定結果および SEM 観察による表面形状の
観察から、直径数マイクロメートル程度の粒子表面においてもインスリン累積
膜が調製可能であることがわかった。 
 
 
 
 
 
PLA 粒子への PAH-インスリン累積膜の積層量評価 
PLA 粒子表面に (PAH/Insulin)5、(PAH/Insulin)10、(PAH/Insulin)15と層数の異な
る PAH-インスリン累積膜を被覆した。累積膜を被覆した PLA 粒子を pH 3.0 の
緩衝液中で、30 分間撹拌することを 2 回繰り返すことにより、粒子表面に被覆
されたインスリンを緩衝液中に放出させた。PLA 粒子 1 mg あたりのインスリ
ン含量を求めた（Fig. 2-7）。この図から累積膜の層数の増加に伴い、粒子 1 mg
あたりのインスリン含量が増加していることが確認できた。このことにより積
層回数を調節することで、累積膜中のインスリン含量を任意に調節することが
可能であることがわかった。 
Fig. 2-6 PAH/Insulin 累積膜被覆 PLA 粒子の SEM 画像 
(a)：未処理 PLA 粒子、(b)：(PAH/Insulin)10 累積膜被覆 PLA 粒子 
(c)：(PAH/insulin)10PAH 累積膜被覆 PLA 粒子 
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PAH-インスリン累積膜被覆PLA粒子のインスリン含量への調製時の pHの影響 
 累積膜の調製時の pH を 6.0、7.0、8.0、9.0 とした際の、PLA 粒子 1 mg 当た
りのインスリン含量を評価した（Fig. 2-8）。これらの pH ではインスリンは正味
負電荷を持つため、粒子表面に PAH と交互累積膜を調製できると考えられる。
図に示すように、PLA 粒子へのインスリン含量に各 pH で差が見られた。pH 6.0
および pH 7.0 では、pH 7.4 と比べてインスリン含量が減少し、pH 6.0 において
は pH 7.4での調製時と比べてインスリン含量はおよそ半分となった。これは pH
がインスリンの等電点に近づくことによりインスリンの負電荷量が減少し、
PAH との静電的相互作用が弱まったことによるものと考えられる。また、PAH
の正電荷量が増大して、分子内のアンモニウムイオン間の静電的反発が大きく
なり、PAH 鎖が伸びたことの効果もあると思われる。pH 8.0、9.0 においてもイ
ンスリン含量の大きな減少がみられた。これらの pH においてインスリン正味
の負電荷量は pH 7.4 の場合とほぼ変わらないと考えられるので、高い pH にお
Fig. 2-7 積層数の異なる累積膜中のインスリン含量（n=3） 
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いて含量が減少したのは、PAH のアミノ基に由来する正電荷量の減少によりイ
ンスリンとの間の静電的相互作用が弱まったためと考えられる。PAH 中の正電
荷を持つアミノ基の割合は pH によって異なっている。pH 7.4 ではおよそ 70%
のアミノ基が正電荷を持っているのに対し、pH 8.0 ではおよそ 60%、pH 9.0 で
は 20%付近まで減少する[31]。これらの結果から、以後の実験ではもっとも含
量の多かった pH 7.4 において PLA 粒子表面へ PAH-インスリン交互累積膜を調
製した。 
 
  
 
 
PAH-インスリン累積膜の pH 安定性評価 
 粒子表面のインスリン累積膜のpH安定性についてブラッドフォード法により
評価した。ブラッドフォード法はタンパク質を簡便に定量できるが、PAH に対
しても一部反応する事が確認された。しかしその検出感度の高さから、インス
Fig. 2-8 (PAH/Insulin)5累積膜被覆 PLA 粒子のインスリン含量に
対する積層時 pH の影響（n=3） 
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リンと PAH の混合状態として計測し、各 pH の緩衝液中およびその後の酸性緩
衝液中での検出量をインスリン累積膜の分解放出率として評価した。
(PAH/Insulin)5 累積膜および(PAH/Insulin)5PAH 累積膜を被覆した PLA 粒子を pH 
3.0-10.0 の緩衝液中で撹拌した際のインスリン放出率を Fig. 2-9 に示した。どち
らの累積膜を被覆した粒子も、pH 5.4 付近より中性では比較的安定であったが、
酸性においてほぼ全てのインスリンが放出された。pH が 5.4 よりも酸性の条件
ではインスリンの電荷が負から正へと反転し、PAH との静電的反発により累積
膜が分解してインスリンが溶液中へ放出されたと考えられる（Fig. 2-10）。また、
調製時の pH（7.4）よりも高い pH においても累積膜の部分的な分解が見られた。
これは PAH の正電荷量が減少し、インスリンとの静電的相互作用が弱くなった
ためと考えられ、pH10 においておよそ 30-50%の累積膜の分解が見られた。最 
外層に PAH 層を被覆した(PAH/Insulin)5PAH 累積膜は、中性-酸性での安定性は
(PAH/Insulin)5 累積膜とほとんど変わらなかったものの、塩基性条件においてや
や放出が抑制された。 
 
 
 
 
 
Fig. 2-9 PAH-インスリン累積膜の pH 安定性（n=3） 
●：(PVAH/Insulin)5 累積膜、○：(PAH/Insulin)5PAH 累積膜 
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PAH-インスリン累積膜の pH 安定性への温度と塩濃度の影響 
 (PAH/Insulin)5 累積膜を被覆した PLA 粒子を、pH 3.0-10 の緩衝液中で 37 ℃
の恒温条件で撹拌した際のインスリンの放出率を Fig. 2-11 (a) に示した。
37  ℃においても室温（25 ℃）と放出率はほとんど変わらず、上記の温度範囲
内では温度の影響は確認されなかった。また、150 mM NaCl を含む溶液を用い
て調製した(PAH/Insulin)5累積膜被覆 PLA粒子を、500 mM NaClを含む pH 3.0-10
の緩衝液中で撹拌した際のインスリン放出率を Fig. 2-11 (b) に示した。放出率
に対する塩濃度の影響を評価したところ、150 mM NaCl の場合と比較して 500 
mM NaCl 中では pH 5.3-6.0 において放出率の大きな上昇が見られた。これは高
濃度の塩を含む溶液中ではインスリンおよび PAH が有する電荷の周囲に Na+
と Cl-のイオンが引き寄せられることが考えられる。負電荷の周囲には Na+イオ
ンが、正電荷の周囲には Cl-イオンがそれぞれ引き寄せられ、インスリンと PAH
の電荷を相殺するイオン雰囲気が形成されて両者の間の静電的相互作用が弱く
なったため、累積膜の分解が促進されたと考えられる。また塩基性条件下にお
Fig. 2-10 PAH-インスリン累積膜の酸性条件における分解 
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いては大きな変化は見られなかった。このことから溶液の塩濃度を変化させる
ことにより、放出する pH をわずかではあるが制御できることが示された。 
 
 
 
PAH-インスリン累積膜の pH 安定性に対する累積膜調製時の pH の影響 
 累積膜調製時の溶液の pH を 6.0、7.0、8.0 とし、pH 安定性に与える影響につ
いて検討を行った（Fig. 2-12）。pH 6.0 においては酸性緩衝液中への放出率が大
きく下がったが、pH 7.0 と 8.0 において差はほとんど見られなかった。また、
調製時の pH を高くすると、塩基性条件での放出率がやや抑えられることがわ
かった。調製時の pH と放出時の pH の差が小さくなり、PAH の正電荷の変化
量が少なかったためと考えられる。しかし、調製時の pH が高くなることで PAH
の正電荷量が減少し、粒子へのインスリン積層量は減少する（Fig. 2-8 参照）。 
Fig. 2-11 PAH-インスリン累積膜のpH安定性（n=3） 
(a)：37 ℃、(b)：500 mM NaCl 
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Fig. 2-12 PAH-インスリン累積膜の pH 安定性（n=3） 
累積膜調製時の pH：(a)：pH 6.0、(b)：pH 7.0、(c)：pH 8.0 
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PAH-インスリン累積膜被覆 PLA 粒子からのインスリン放出速度 
 (PAH/Insulin)5 累積膜を被覆した PLA 粒子を pH 3.0 の溶液中で撹拌し、溶液
中へ放出されたインスリン量を 277 nm の吸光度を測定することにより算出し
た。30 分間撹拌したときの粒子 1 mg あたりのインスリン放出量を 100％とし
た時の各時間における放出率を Fig. 2-13 に示した。pH 3.0 の溶液に入れて 30
秒後にインスリン放出率は既に 95%を越え、撹拌時間が 1 分の時点で放出率は
定常状態に達した。このことから累積膜の分解は素早く、数十秒で PLA 粒子か
らのインスリン放出は完了することがわかった。 
 
 
放出されたインスリンの円偏光二色性（CD）スペクトル 
 (PAH/Insulin)5 累積膜を被覆した PLA 粒子を pH 3.0 の 1 mM 酢酸緩衝液（150 
mM NaCl 含有）中で 30 分間攪拌し、粒子を遠心沈下させた上澄み液の CD ス
ペクトルを測定した。また、同じ緩衝液で調製した 0.05 mg/mL インスリン溶液
Fig. 2-13 PLA 粒子からのインスリン放出の経時変化 
（30 分間後のインスリン放出量を 100%とした。） 
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についても同様に測定し、結果を Fig. 2-14 に示した。PLA 粒子から放出された
インスリンの CD スペクトルには、208 nm と 222 nm に負のコットン効果が観
測された。これはインスリン中の-へリックスに由来するものであり、放出後
のインスリンのスペクトルは未処理のインスリンに比べて変化はみられなかっ
た。このことから、累積膜から放出されたインスリンには構造変化は起こって
おらず、その活性には変化がないものと思われる。 
 
 
2-4 まとめ 
 
 中性条件にて PLA 粒子表面に PAH-インスリン交互累積膜が調製できること
が明らかとなった。調製したインスリン累積膜は層数の増加に伴いインスリン
含量が増加し、層数を適切に選択することによってインスリン含量の調製が可
能であることが示された。また調製時の pH によっても累積膜中に含まれるイ
Fig. 2-14 PLA 粒子から放出されたインスリンおよび未
処理インスリンの CD スペクトル 
実線：放出されたインスリン、破線：未処理インスリン 
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ンスリン量が大きく変化することも確認された。調製したインスリン累積膜は
インスリンの等電点付近より中性ではインスリンは放出されず比較的安定であ
るが、酸性においてはほぼ全ての累積膜が分解した。これは静電的相互作用に
より形成されていた交互累積膜が、インスリンの電荷の反転に伴い分解したこ
とを示している。また、塩基性においても 30-50%の累積膜の分解が確認された。
これは PAH のアミノ基に由来する正電荷量の減少により、インスリンとの間の
静電的相互作用が弱くなったためと考えられる。溶液温度の違いによる放出率
の変化は確認されなかったが、溶液の塩濃度を高くすることにより pH 5.6-6.0
において放出率の大きな上昇が見られた。これはインスリンと PAH が有するそ
れぞれの電荷に対し、溶液中の対イオンが引き寄せられることによって電荷が
弱められ、インスリンと PAH の間の静電的相互作用が弱くなったためと考えら
れる。このことから溶液中の塩濃度によって放出率をコントロールできる可能
性が示唆された。酸性における累積膜中からのインスリンの放出は素早く、CD
スペクトルより放出されたインスリンの二次構造に変化はないことが明らかに
なった。これらの結果から、交互累積膜法を用いたインスリン含有累積膜は、
新しいインスリンデリバリーへの応用が期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 26 / 51 
 
第 3 章 
 
3-1 緒言 
 本章では PAH-インスリン交互累積膜の糖応答性について検討する。第 2 章で
述べたように、塩基性にて PAH-インスリン累積膜の一部の分解が観察された。
これは PAH の正電荷量が減少したことにより、インスリンとの静電的相互作用
が弱まったことによるものと考えられる。本章ではフェニルボロン酸（PBA）
類を修飾した PAH とインスリンを用いて交互累積膜を調製し、その糖応答性に
ついて検討を行った。ボロン酸は糖類などの 1,2-ジオールや 1,3-ジオールと結
合すると負電荷が生成する（Fig. 3-1）[32]。この性質を利用し、ボロン酸は糖
検出センサーや血糖値に応答した薬物放出などへの利用が研究されている
[33-37]。本研究では糖との結合によりボロン酸部が有する負電荷が PAH の正電
荷と打ち消し合うことでインスリンとの間の静電的相互作用が弱まり、累積膜
の一部が分解することが期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3-1 ボロン酸とジオールの結合 
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3-2 実験 
 
3-2-1 試薬 
 
試薬は以下の市販品をそのまま使用した。 
インスリン（ヒト組み換え体、和光純薬工業） 
ポリアリルアミン塩酸塩（PAH、MW：70,000、日東紡） 
4-カルボキシフェニルボロン酸（4CPBA、和光純薬工業） 
3-カルボキシ-5-ニトロフェニルボロン酸（3C5NPBA、和光純薬工業） 
4-カルボキシ-2-ニトロフェニルボロン酸（4C2NPBA、和光純薬工業） 
3-カルボキシ-4-フルオロフェニルボロン酸（3C4FPBA、Ark Pharm） 
1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボジイミド塩酸塩（EDC、ナカライ
テスク） 
N-ヒドロキシスクシンイミド（NHS、ナカライテスク） 
N,N-ジメチルホルムアミド（DMF、ナカライテスク） 
-D-グルコース（東京化成工業） 
ポリ乳酸粒子（PLA、直径 2 µm、micromod Partikeltechnologie GmbH） 
酢酸ナトリウム（ナカライテスク) 
2-[4-(2-ヒドロキシエチル)-1-ピペラジニル]エタンスルホン酸（HEPES、ナカラ
イテスク） 
用いたフェニルボロン酸誘導体の化学構造を Fig. 3-2 に示す。 
 
緩衝液には 10 mM 酢酸緩衝液（150 mM NaCl、pH 3.0） 、10 mM HEPES 緩衝
液（150 mM NaCl、pH 7.4）を使用した。 
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3-2-2 実験機器 
 
・紫外可視分光光度計 
 UV1650PC（島津） 
 UV3100PC（島津） 
 
 
3-2-3 実験方法 
 
PBA 誘導体修飾 PAH の合成 
 PAH に各種 PBA 誘導体を修飾した。PBA 誘導体のカルボキシル基と PAH の
アミノ基の間に、反応活性化剤（NHS）および反応剤（EDC）を用いてアミド
結合を形成させた。 
 
・PBA 修飾 PAH 
 PAH 509.0 mgを水30 mLに溶解し、15 mLのDMFに溶解した4CPBA 354.5 mg
と混合した。氷冷下で攪拌しながら NHS 295.5 mg を加えて、水酸化ナトリウ
Fig.3-2 使用した試薬の化学構造式 
4CPBA 4C2NPBA 3C5NPBA 3C4FPBA
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ム水溶液を用いて pH を 7-8 に合わせた。EDC 492.1 mg を加えて氷冷下で 3 時
間攪拌した後、一晩攪拌した。透析用セルロースチューブに入れてイオン交換
水中で透析を行った。 
 
 
・m-NPBA 修飾 PAH（3C5NPBA） 
 PAH 200.0 mg を水 40 mL に溶解し、6 mL の DMF に溶解した 3C5NPBA 180.3 
mg と混合した。氷冷下で攪拌しながら NHS 118.1 mg を加えて、水酸化ナトリ
ウム水溶液を用いて pH を 7-8 に合わせた。EDC 196.7 mg を加えて氷冷下で 3
時間攪拌した後、一晩攪拌した。透析用セルロースチューブに入れてイオン交
換水中で透析を行った。 
 
 
・o-NPBA 修飾 PAH（4C2NPBA） 
 PAH 55.4 mg を水 10 mL に溶解し、3 mL の DMF に溶解した 4C2NPBA 50.0 mg
と混合した。氷冷下で攪拌しながら NHS 32.7 mg を加えて、水酸化ナトリウム
水溶液を用いて pH を 7-8 に合わせた。EDC 54.5 mg を加えて氷冷下で 3 時間攪
拌した後、一晩攪拌した。透析用セルロースチューブに入れてイオン交換水中
で透析を行った。 
 
 
・p-FPBA 修飾 PAH（4C3FPBA） 
 PAH 50.0 mg を水 20 mL に溶解し、3 mL の DMF に溶解した 4C3FPBA 39.3 mg
と混合した。氷冷下で攪拌しながら NHS 29.6 mg を加えて、水酸化ナトリウム
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水溶液を用いて pH を 7-8 に合わせた。EDC 49.2 mg を加えて氷冷下で 3 時間攪
拌した後、一晩攪拌した。透析用セルロースチューブに入れてイオン交換水中
で透析を行った。 
 
 
 
ボロン酸修飾 PAH のボロン酸部位の pKaの決定 
 0.1 M 塩酸（150 mM NaCl を含む）を用いてボロン酸修飾 PAH を 0.05 mg/mL
とし、酸性のボロン酸修飾 PAH 溶液を調製した。同様に 0.1 M 水酸化ナトリウ
ム水溶液（150 mM NaCl を含む）を用いて塩基性のボロン酸修飾 PAH 溶液を調
製した。2 種の溶液を割合を変えて混合し、ボロン酸修飾 PAH の濃度が変化し
ないように pH を徐々に変化させ、pH の異なる溶液の吸光度を測定することに
よりボロン酸部位の pKaを算出した。pKa の算出には式（2）を用いてカーブフ
ィッティングを行った。 
 
 
     A ൌ Aୌ ൅ ሺA୐ െ Aୌሻܭୟ/ሺሾHାሿ ൅ ܭୟሻ     （2） 
  
A：吸光度、Ka：酸解離定数 (pKa=－log Ka)、[H+]：H+濃度、 
AH：[H+]が高い時の吸光度の収束値、AL：[H+]が低い時の吸光度の収束値 
 
石英板へのボロン酸修飾 PAH-インスリン交互累積膜の調製 
Fig.3-3 PBA-PAH の合成 
～
＋
i) NHS
ii) EDC 
H2O, DMF
pH 7-8, 0-5 ℃
3
3
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 石英板（5.0×0.9×0.1 cm）を 0.1 mg/mL ボロン酸修飾 PAH 溶液 （pH 7.4、
150 mM NaCl 含有）に 15 分間浸漬した後、緩衝液に 5 分間浸漬した。その後
0.5 mg/mL インスリン溶液（pH 7.4、150 mM NaCl 含有）に 15 分間浸漬した
後，緩衝液中に 5 分間浸漬した。ボロン酸修飾 PAH 溶液およびインスリン溶
液に浸漬する操作を繰り返し、石英板上に(ボロン酸修飾 PAH/Insulin)10 の累積
膜を調製した。 
 
 
ボロン酸修飾 PAH-インスリン累積膜の pH および糖応答性の評価 
 片面にインスリン累積膜を被覆した石英板を、pH または糖濃度の異なる溶液
3 mL が入った石英セルの壁面に、光路を妨害しないように積層膜面を内側に
して挿入した。溶液を撹拌しながら 277 nm における溶液の吸光度の経時変化
を測定した。セル中の溶液を攪拌し 10 分後に累積膜を積層した石英板をセル
中に挿入し吸光度は 1 秒間隔で測定した。 
 
 
PLA 粒子上へのボロン酸修飾 PAH-インスリン交互累積膜の調製 
PLA 粒子を 0.1 mg/mL ボロン酸修飾 PAH 溶液 （pH 7.4）中で 15 分間攪拌さ
せた後、緩衝液中で 5 分間攪拌させた。その後 0.5 mg/mL インスリン溶液（pH 
7.4）中で 15 分間攪拌させた後、緩衝液中で 5 分間攪拌させた。この操作を繰
り返し、PLA 粒子上に(ボロン酸修飾 PAH/Insulin)nの累積膜を調製した。 
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3-3 結果および考察 
 
PBA 誘導体修飾 PAH の合成 
 糖応答性インスリン累積膜の調製を目指し、PBA 誘導体修飾 PAH の合成を
行った。修飾率の計算は紫外可視分光法によって極大波長における吸光度を測
定することにより算出した。合成した PBA 誘導体修飾 PAH の修飾率および構
造を Table 3-1 および Fig. 3-4 に示した。PAH のアミノ基量に対して 0.4 等量の
PBA 誘導体を用いて合成を行ったところ、修飾率が 20%前後の PBA 誘導体修
飾 PAH が得られた。また、PAH のアミノ基量に対して 0.6 等量、1 等量の PBA
誘導体を用いて同様の合成を行ってみたが、これ以上の修飾率の上昇は見られ
なかった。このため、これ以降の実験ではこれらの修飾率の PBA 誘導体修飾
PAH を用いて実験を行った。 
 
（max は pH 7.4、150 mM NaCl 存在下の溶液で測定した。） 
 
 
 
PBA 類修飾 PAH 用いた PBA 誘導体 修飾率 / % max / nm 
PBA-PAH 4CPBA 22 240 
m-NPBA-PAH 3C5NPBA 23 274 
o-NPBA-PAH 4C2NPBA 26 265 
p-FPBA-PAH 3C4FPBA 18 273 
Table 3-1 PBA 誘導体修飾 PAH の修飾率と極大吸収波長（max） 
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ボロン酸修飾 PAH のボロン酸 pKaの決定 
 PAH に修飾した PBA 誘導体について、そのボロン酸部位の pKaを測定し、結
果を Fig. 3-5~8 および Table 3-2 に示した。PBA の pKa は 8.8 であり、グルコー
スと結合してボロン酸エステルを形成した場合にはその pKa は 6.8 と pH 単位
で 2 程度低下することが報告されている[32]。今回合成した PBA 誘導体修飾
PAH において、pKa が低いものほど中性条件においてボロン酸部位が負電荷を
持ちやすく、PAH の正電荷の打ち消しが強く作用すると考えられる。PBA はベ
ンゼン環に官能基が入ることで、その種類と位置によってボロン酸 pKa が変化
することが報告されている[38]。4CPBA を修飾した PBA-PAH では通常の PBA
と比べてボロン酸に対して 4 位にアミドが導入されることにより、pKa は 7.6
となりボロン酸 pKaの低下が見られた。また、ボロン酸に対して 3 位にニトロ
Fig. 3-4 合成した PBA 誘導体修飾 PAH の構造式 
(a)：PBA-PAH、(b)：m-NPBA-PAH 
(c)：o-NPBA-PAH、(d)：p-FPBA-PAH 
～ ～
～～
(a) (b)
(d)(c)
3 3
33
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基、5 位にアミド基が導入された m-NPBA-PAH のボロン酸 pKa は 6.7 となり、2
位にニトロ基、4 位にアミド基が導入された o-NPBA-PAH のボロン酸 pKa は 6.1
と PBA と比較して大きく低下した。ボロン酸に対して 3 位にアミド基、4 位に
フルオロ基が導入された p-FPBA-PAH の pKa は 7.3 と算出され、pKaの低下はほ
とんど見られなかった。 
 
 
 
PBA 誘導体修飾 PAH Ka pKa 
PBA-PAH 2.80×10-8 7.6 
m-NPBA-PAH 1.84×10-7 6.7 
o-NPBA-PAH 8.32×10-7 6.1 
p-FPBA-PAH 5.03×10-9 8.3 
   （150 mM NaCl 存在下で測定した。） 
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Fig. 3-5 PBA-PAH の水素イオン濃度による吸光度変化 
（10-9 mol/L 付近では溶液が白濁したため測定できなかった。） 
Table 3-2 PBA 誘導体修飾 PAH のボロン酸 pKa 
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Fig. 3-6 m-NPBA-PAH の水素イオン濃度による吸光度変化 
（10-9 mol/L付近では溶液が白濁したため測定できなかった。） 
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Fig. 3-7 o-NPBA-PAH の水素イオン濃度による吸光度変化 
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石英板表面への PBA 誘導体修飾 PAH-インスリン交互累積膜の調製 
 中性条件にて石英板表面に PBA 誘導体修飾 PAH-インスリン交互累積膜を調
製した。各層の積層ごとに石英板の 277 nm における吸光度を測定した結果を
Fig. 3-9 に示した。2 章の Fig. 2-2 に示した QCM による測定と同様に、PBA 誘
導体修飾 PAH に浸漬時には表面に弱く吸着しているインスリンの一部が剥離
したと考えられる吸光度の減少が見られるが、段階的な吸光度の上昇から石英
板表面において PBA 誘導体修飾 PAH-インスリン交互累積膜が調製できたと考
えられる。全ての交互累積膜で最終的な吸光度の大きさにほとんど差は無く、
ほぼ同様に積層されていると考えられる。しかし Table 3-1 に示した通り、未修
飾PAHと異なりPBA誘導体修飾PAHはPBA部に由来する吸収ピークを持ち、
そのピークは 277 nm のインスリンの吸収ピークと一部重なっている。このた
め、Fig. 3-9 において PAH-インスリン累積膜と同様の吸光度を示していても、
実際に積層されているインスリン含量は PAH-インスリン累積膜より少ないこ
とが予想される。また PBA 誘導体修飾 PAH のボロン酸 pKaから、pH 7.4 にお
0.03
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Fig. 3-8 p-FPBA-PAH の水素イオン濃度による吸光度変化 
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いてボロン酸の一部は既に負電荷を持っていることが考えられる。そのため累
積膜を調製する際に PAH の正電荷の一部は相殺され、未修飾 PAH を用いた累
積膜よりも累積膜中のインスリン含量が減少していることが予想される。277 
nm の吸光度測定によるインスリンの定量が難しく、ブラッドフォード法では
PAH も同様に反応してしまうため、PBA 誘導体修飾 PAH-インスリン累積膜中
に取り込まれているインスリン量を正確に測定することは困難である。今後ビ
シンコニン酸法[39]などの他のタンパク質定量法を用いて、累積膜中のタンパ
ク質量の測定が可能であるか検討を行うことが必要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ボロン酸修飾 PAH-インスリン累積膜のグルコース応答性評価 
 石英セル中にグルコースを含まない pH 7.4 の 緩衝液、100 mM グルコース
Fig. 3-9 PBA 誘導体修飾 PAH-インスリン累積膜を積層した石英
板の吸光度変化（n=1） 
黒：PAH-インスリン累積膜、赤：PBA-PAH-インスリン累積膜 
青：m-NPBA-PAH-インスリン累積膜、オレンジ：o-NPBA-PAH-
インスリン累積膜、緑：p-FPBA-PAH-インスリン累積膜 
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を含む緩衝液、pH 3.0 の緩衝液をそれぞれ入れ、撹拌しながら 277 nm の吸光
度の経時変化を測定した。10 分後に片面にインスリン累積膜を被覆した石英
板を、被覆した面を内側に向けて光路を遮らないように光路と平行にセルの内
壁面に沿わせて挿入した。撹拌しながら挿入後 2 時間の 277 nm の吸光度変化
を測定し、インスリン累積膜の分解について評価した。各 PBA 誘導体修飾 PAH
を用いたインスリン累積膜についての測定結果を Fig. 3-10~14 に示した。測定
された吸光度が非常に小さく、測定結果には測定機器の検出限界によるノイズ
を含んでいる。ノイズの大きさを加味するため、グラフには 5 分おきにその前
後 10 秒間に測定した吸光度の平均値をプロットし、その間の標準偏差をエラ
ーバーにて示した。また、pH 3.0 の緩衝液に浸漬した時の 2 時間後の吸光度を
最大分解量として考え、このときの吸光度を 100%とした時の各溶液の 2 時間
後の分解率を Table 3-3 に示した。未修飾 PAH を用いた累積膜ではグルコース
の有無によって累積膜の分解率にほとんど差は見られなかったのに対し、PBA
誘導体を修飾した PAH を用いた累積膜では 100 mM グルコース存在下におい
てグルコースが存在しない時に比べて溶液の吸光度が若干ではあるが上昇し
た。これはグルコースとボロン酸が結合することによってボロン酸部位が負電
荷を持つことで、PAH が有する正電荷が打ち消され、インスリンとの間の静
電的相互作用が弱まったためと考えられる。また、pH 3.0 の緩衝液に浸漬した
際には、溶液の吸光度の上昇は素早く定常状態に達するのに対し、グルコース
存在下では吸光度が時間とともに徐々に上昇していくことが確認された。この
事から、電荷の反転に伴うインスリン累積膜の分解は 2 章の Fig. 2-13 にも示
したようにその応答は素早いことが確認できる。それに対し、PAH の正電荷
量が減少することでインスリンとの間の静電的相互作用が弱まることによる
分解は緩やかであり、結合の弱まった累積膜が徐々に崩壊していくと考えられ
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る。PAH に結合した PBA 誘導体の違いにより累積膜の分解率には差が見られ
た。特にニトロ基を導入した PBA 誘導体を修飾した PAH で分解の度合いが他
のものに比べてやや大きかった。これは Table 3-2 にも示したように、ニトロ
基が導入されることによりボロン酸の pKa が大きく低下し、中性条件下でよ
り負電荷を持ちやすくなっているためと考えられる。これらの結果から、PBA
誘導体をインスリン累積膜に導入することにより、グルコースに応答してイン
スリンを放出する系を構築できる可能性が示唆された。しかし、測定した吸光
度が非常に小さく、誤差を含んでいる可能性が大いにあること、そして実験の
試行回数の少なさから、これらのデータの再現性の確認および測定条件の検討
などが今後の課題として残る。 
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Fig. 3-10 (PAH/Insulin)10 累積膜の 277 nm における吸光度変化
（n=1） 
○：0 mM グルコース水溶液、●：100 mM グルコース水溶液 
◆：pH 3.0 緩衝液 
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Fig. 3-11 (PBA-PAH/Insulin)10 累積膜の 277 nm における吸光度変
化（n=1） 
○：0 mM グルコース水溶液、●：100 mM グルコース水溶液 
◆：pH 3.0 緩衝液 
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Fig. 3-12 (m-NPBA-PAH/Insulin)10 累積膜の 277 nm における吸光
度変化（n=1） 
○：0 mM グルコース水溶液、●：100 mM グルコース水溶液 
◆：pH 3.0 緩衝液 
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Fig. 3-13 (o-NPBA-PAH/Insulin)10累積膜の277 nmにおける吸光度
変化（n=1） 
○：0 mM グルコース水溶液、●：100 mM グルコース水溶液 
◆：pH 3.0 緩衝液 
Fig. 3-14 (p-FPBA-PAH/Insulin)10累積膜の 277 nm における吸光度
変化（n=1） 
○：0 mM グルコース水溶液、●：100 mM グルコース水溶液 
◆：pH 3.0 緩衝液 
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累積膜 
累積膜分解率  / % 
グルコースを含まない
緩衝液 
100 mM グルコースを含む
緩衝液 
(PAH/Insulin)10 21.6 23.2 
(PBA-PAH/Insulin)10 15.5 23.9 
(m-NPBA-PAH/Insulin)10 18.2 28.8 
(o-NPBA-PAH/Insulin)10 21.0 41.2 
(p-FPBA-PAH/Insulin)10 25.7 28.4 
（pH 3.0 緩衝液中での 2 時間後の吸光度を 100%とした時の各溶液中での 2 時
間後の吸光度を分解率として評価した。） 
 
 
PLA 粒子表面におけるボロン酸修飾 PAH-インスリン交互累積膜の調製 
 石英板上にて調製した交互累積膜からグルコース存在下でインスリンが一部
放出される事が確認された。この中でニトロ基を導入した PBA 誘導体を修飾し
た PAH は、グルコース存在下での累積膜分解率がその他の PBA 誘導体を用い
た時と比べてやや大きかった。そこでニトロ基が導入された 2 種類の PBA 誘導
体修飾 PAH を用いて、PLA 粒子表面にインスリン累積膜を積層し、その糖応
答性について評価を行った。m-NPBA-PAH および o-NPBA-PAH を用いて粒子表
面に 10 層のインスリン累積膜を積層し、0 mM、1 mM、10 mM、100 mM のグ
ルコース溶液および pH 3.0 の緩衝液中で 2 時間撹拌した。その後 pH 3.0 の緩衝
Table 3-3 PBA 誘導体修飾 PAH を用いたインスリン累積膜の糖応答性 
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液中で 30 分撹拌し、分解せずに粒子表面に残った累積膜を分解した。粒子を遠
心により沈めた上澄液の 277 nm の吸光度を測定することにより、インスリン
累積膜の放出率として算出した結果を Fig. 3-15 に示した。m-NPBA-PAH を用い
たインスリン累積膜ではグルコース濃度存在下でも累積膜の放出率は変化しな
かった。すなわち石英板上に調製した時とは異なり、粒子表面に調製したイン
スリン累積膜に糖応答性は確認されなかった。o-NPBA-PAH を用いたインスリ
ン累積膜ではグルコースを含まない緩衝液中での放出率（22%）に比べて 100 
mM グルコースを含む緩衝液中での放出率（28%）はわずかではあるが上昇し
た。しかし、放出率の差はとても小さく、石英板上に調製した時の放出率とは
大きく異なっていた。平板表面と球体表面においてインスリン累積膜の積層の
様子に違いがあるのではないかと考えられる。今後更に放出条件の検討や再現
性の確認が必要である。 
 
Fig. 3-15  PLA 粒子表面に調製した(m-NPBA-PAH/Insulin)10 累積膜
および(o-NPBA-PAH/Insulin)10 累積膜の糖応答性（n=1） 
□：(m-NPBA-PAH/Insulin)10 累積膜、■：(o-NPBA-PAH/Insulin)10 累
積膜 
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3-4 まとめ 
 
 グルコースに応答して累積膜中からインスリンを放出する系の構築を目指し、
PAH への PBA 誘導体の修飾を行った。カルボキシル基を有する PBA 誘導体を
PAH に結合させて、修飾率が 20%前後の PBA 誘導体修飾 PAH を合成した。PAH
に修飾されたボロン酸の pKaは、独立した PBA のボロン酸の pKa に比べて大き
く減少した。また、その減少の度合いは PBA のベンゼン環部位に導入された官
能基の種類と位置により異なることがわかった。PBA 誘導体を修飾した PAH
を用いても、未修飾の PAH を用いた時と同様に、中性にて石英板上にインスリ
ンと交互累積膜を調製できる事が確認された。調製した PBA 誘導体修飾 PAH-
インスリン累積膜は pH 7.4 の中性緩衝液中において、グルコース存在下ではグ
ルコースが存在しないときに比べて累積膜の分解率が若干増加した。これはグ
ルコースとボロン酸が結合することによってボロン酸部位が負電荷を持つこと
で、PAH が有する正電荷との電荷の打ち消しが生じるためと考えられる。その
結果として PAH の正電荷量が減少し、中性溶液中で正味負電荷を持つインスリ
ンとの静電的相互作用が低下することでインスリン累積膜の一部が崩壊したと
考えられる。また、pH 3.0 の緩衝液中に浸漬したときと比べて、溶液中への分
解は緩やかであった。これは酸性溶液中でのインスリンの電荷反転による累積
膜の分解とは異なり、PAH とインスリンとの間の静電的相互作用が弱まること
で、結合が弱まった累積膜が徐々に分解しているためと考えられる。今回の測
定ではインスリンの放出は微量であり、糖濃度も 100 mM と高い条件での放出
であった。今後放出率や糖応答性の向上にむけて、ボロン酸修飾率を高めるこ
とが考えられるが、ボロン酸誘導体の修飾率を高くしすぎると PAH としての正
電荷量が減少するため、積層量とのバランスがとれるボロン酸誘導体の修飾率
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の検討が必要である。また、PBA 誘導体修飾 PAH を用いて PLA 粒子表面にイ
ンスリン累積膜を調製した。o-NPBA-PAH を用いた累積膜では 100 mM グルコ
ース存在時にわずかな放出率の上昇が見られたが、石英板上に調製した時とは
異なり、はっきりした糖応答性は見られなかった。平板上と球面上においてイ
ンスリン累積膜の積層状態に違いがある可能性が考えられる。これらの結果か
ら、PAH-インスリン累積膜中に PBA 誘導体を導入することにより、インスリ
ン累積膜に糖応答性を持たせる事ができる可能性が示唆された。実験の再現性
の確認および、より高い応答性を得るための各種条件の検討、PBA 誘導体修飾
PAH-インスリン累積膜中のインスリン量の測定などが今後の重要な検討課題
である。 
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第 4 章 
 
まとめ 
 
 本研究では、PLA 粒子表面にインスリンを含有する交互累積膜を調製し、累
積膜の分解とインスリンの放出について検討した。中性にてポリカチオンとイ
ンスリンを用いて交互累積膜の調製を検討した。ポリカチオンとして PAH を用
いて、PLA 粒子表面に交互累積膜が調製できることが明らかとなった。インス
リン交互累積膜の層数を増加させることで、粒子表面に積層されるインスリン
量も増加することが確認された。また積層する時の pH によって、粒子表面に
積層されるインスリン量が異なることが確認された。このことから積層時の pH
や積層数を適切に選択することにより、粒子表面のインスリン量をコントロー
ルできることが示唆された。調製されたインスリン累積膜は中性では安定で粒
子表面にインスリンは保持され、酸性では粒子表面からほぼ全てのインスリン
が放出される事がわかった。塩基性条件においても一部の累積膜が分解するこ
とが明らかになった。また溶液中の塩濃度によって pH 応答性が変化し、塩濃
度が高い場合には低いときに比べて累積膜が分解する pH が若干中性側に寄る
ことが確認された。pH 変化による分解は極めて速やかに生じることが確認され
た。一度累積膜を形成した後に放出されたインスリンは未処理のインスリンと
比べてその構造にほとんど変化は見られなかった。このことから PAH-インスリ
ン累積膜は pH に応答したインスリン放出システムへの応用が期待される。 
 次にグルコースに応答してインスリンを放出する系の構築をめざし、PAH-
インスリン累積膜に PBA 誘導体を導入することを検討した。PAH に数種類の
PBA 誘導体を修飾することに成功した。PAH に修飾された PBA 誘導体のボロ
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ン酸部位の pKa は PBA のボロン酸 pKa と比較して大きく低下した。合成した
PBA-修飾 PAH とインスリンを用いて石英板上に交互累積膜の調製ができるこ
とが確認された。調製した累積膜は中性緩衝液中においてグルコース存在下で
はグルコースがない時に比べてわずかではあるが分解率が上昇した。この事か
ら累積膜中に PBA 誘導体を導入することによって、累積膜に糖応答性を付与す
る可能性が示唆された。今後更なる条件の検討と再現性の確認が大きな課題で
ある。 
 本研究は、粒子表面に被覆した PAH-インスリン累積膜から pH 変化に応答し
たインスリン放出システムおよび等に応答したインスリン放出システムの構築
に関する基礎研究として行われた。まだ課題は残るが、pH や糖濃度に応答した
インスリン放出システムへの応用が期待される。また、インスリン以外のタン
パク質や薬物についても同様のシステムにより、交互累積膜の調製と pH 変化
による分解と薬物の放出システムの構築が可能であると考えられ、医学および
薬学だけではなく、工学や農学など様々な応用が期待される。 
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